



















第 I章プラスミド DNNカチオン性リポソーム複合体の物理化学的性質と invitroに
おける細胞内動態および遺伝子発現効率の関連----一一一一一一一一一一一一一一2
1 -1 プラスミド DNNカチオン性リボソーム複合体の物理化学的性質および構造一一一一一一3
1 -a 異なる電荷比からなる複合体の粒子径およびゼータ電位一一一一一一一一一一--4 
l-b 原子間力顕微鏡 (Atomicforce microscopy)による複合体の構造の観察一一一一・6






3 -a 放射標識プラスミド DNAを用いた複合体の細胞内取り込み特性の検討一一一一一8
3 -b エチジュウムブロマイド・インターカレーション・アッセイを用いた複合体
からのプラスミド DNA放出の検討一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一9




































4 -a 複合体の静脈内投与による血中への TNF-αおよひ，IFN-y分泌ー ・一一一一一一一一一一一40
4 -b 複合体の静脈内投与後の各臓器における TNF・α量一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一41
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Fig. 2 Structu問。fplas皿idDNA vector (pCMV・Luc). Under the control of the 
human cytomegalovirus promoter， pCMV-Luc contains the firef1y luciferase. 




Fig.3 Cbemical structure oflipids for gene transfer. 
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Fig. 4 Tbe particle size and zeta potential or tbe plasmid DNA-DOTMNDOPE liposome 
co皿plexes. (A) particlc size， (B) zeta potential. Plasmid DNA was mixed with DOTMNDOPE 
liposomc at various charge ratios in 150 mM NaCI. The particle size and zeta potential were 
plotted as a function of the charge ratio. 
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Fig.5 Atomic晶rcemicroscopic images of the plasmid DNA-DOTMA/DOPE liposome 
complexes at various charge ratios. Plasmid DNA was mixed with DOTMNDOPE liposome at 
various cha屯eratios. (A) and (B) the complexes at +0.11 (+/ー)， (C) and (0) +0.56， (E) and σ) 
+1.12， (G) and (H) +2.24， (1)and (J) +22.4. Size of al panels is 1 x 11-lm. The panels shown are 
typical of the results of multiple evaluations. 
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培養細胞としては MBT・2(マウス勝脱癌細胞)、 HUVEC(ヒト瞬帯血管内皮細胞)、 NIH3T3(マ
ウス繊維芽細胞)、貼.w264(マウスマクロファージ)を用いた。各電荷比で調製した複合体を用い
て各培養細胞における遺伝子発現効率を比較検討したところ、最も高い遺伝子発現効率を示した
HUVECでは 2.8X 109 RLU/mg-protein、最も低い発現効率しか見られなかった RAW264では 3X 106 
RLU /mg-proteinと両者で約 1000倍もの差が見られた (Fig.6)。また遺伝子発現効率は複合体を調製
した電荷比により大きく異なり、最適電荷比が存在することが明らかとなった。さらに最適電荷比
がMBT-2、HUVECでは+1.12、NIH3T3では+1.67、RAW264では+2.24と、細胞によって異なるこ




























Fig. 6 Transfection ef6ciency of the plasmid DNA-DOTMA/DOPE liposome complexes at 
various cha昭eratios in four types of cel lines， (A) MBT.・2，(B) HUVEC， (C) NIH3T3， (0) 
RAW264. Luciferase activity was measured 48 h after transfection using plasmid DNA encoding 















Charge Ratio (+/-) 
Fig. 7 Cytotoxic efTects of the plasmid DNA-DOTMA/DOPE liposome complexes at various 
charge ratios oi1 (A) MBT・2，(B) HUVEC， (C) NIH3T3， (D) RAW264. Determinations were 
performed after 6 h incubation with medium containing the complexes (0.5μg plasmid DNNml). 
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Fig.8 Cellular association at 370C (grのbar)and 40C (open ba吋of32P_labeled plasmid DNA 
complexed with DOTMNDOPE Iiposome at various charge ratios after 6 h incubation with (A) 
MBT・2，(8) HUVEC， (c) NIH3T3， (D) RAW264. Lines show the di宜erencein the amount of 32p_ 
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Fig. 10 EfTect of aoiooic Iiposomes 00 DNA accessibility in tbe plasmid DNA-DOTMAlDOPE 
liposome complexes. (A) plasmid DNA and the complex (charge ratio +1.68) were stirred with a 
magnetic stirer beforehand. EtBr was injected at 250s， indicated by the arrow. PSIPElPC (1/2/1， 
molar ratio) liposome was i吋ecteda 530s， indicated by the arrow. The fluorescence signal 
increased and stabilized within 250s. (B) EtBr was added to 20 mM Hepes containing the 
complex凶 atvarious charge ratios. The values are expr回sedas the function of the maximum 



















































Fig. 11 Coofocal microscopic images sbowing HUVEC ceUs iocubated witb t1uo四sceoce・labeled
plasmid DNA complexed witb rbodamine・PE・labeledDOT島fA/DOPEliposome at charge ratio of 
+1.12 (paoel 1， 2， 3)aod +2.24 (paoel 4， 5，的自由r4 hr at 37 oC. Panel A shows the intracellular 
distribution of tluorescence-labeled plasmid DNA Panel B shows the intracellular distribution of 
rhodamine-labeled Iiposome. Panel C shows the intracellular distribution of both tluorescence-Iabeled 
plasmid DNA and rhodamine-labeled Iiposome. The panels shown are typical of the results of 



















































































を果たしていると考えられる (17，30， 35)0 DOPEは、小さな親水基と嵩高い疎水基を持つ特殊な
形状をしているためそれ自身膜融合を促進する能力があることが知られている (48)。また Koltover
らは DOPEを用いることで複合体中の脂質成分がヘキサゴナル構造をとり、負電荷リボソームと融
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Fig. 12 ln vitro and ;n vivo transfection efficiency of pDNA-cationic liposome complexes with 
dilTerent neutral lipids. (A) In vitro transfection efficiency. HUVEC cells were transfl民 tedwith 
pDNA-cationic liposome complex田 at+ 1.12. (B) In vivo transfection efficiency. pDNA-catio凶c
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Fig. 13 The particle size (A) and zeta potential佃)of DOTMNChol-and DOTMNDOPE-
complex at various char事eratios. The particle size and zeta potential were plotted as a function of 
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Fig. 14 Fluorescence anisotropy of DPH in DOTMA/DOPE/Cbol liposomes at 37 oc. The 
liposomes were labeled with 0.5 % 1，6・Diphenylhexatriene(DPH). Liposome suspensions (20μM 













DOTMNChol複合体と同様の構造が観察された (Fig.15C， D)。一方 DOTMA/DOPE複合体におい
てはpDNAは大部分が脂質成分によって覆われているものの、電荷比+2.24においても pDNAに由
来するループ鎖が観察された (Fig.15E， F)。また複合体の高さは DOTMNChol複合体と比べると、
約 2nmと低いものであった。
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Fig. 15 Atomic force microscopic images of DOTMA/Chol-， DOTMA-and DOTMA/DOPE-
complex. (A) OOTMNChol-complex (Charge ratio +1.12)， (B) OOTMNChol-complex (+2.24)， (c) 
DOTMA-complex (+1.12)， (0) DOTMA・complex(+2.24)， (E) OOTMNDOPE-complex (+ 1.12)，σ) 
DOTMNDOPE-complex (+2.24). The size of al panels is 1xlμm. The panels shown are typical of 
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Fig. 16 SAXS pattems or DOTMAlChol-and DOTMAlDOPE-ωmplex. Arrows indicate the p伺 ksof 
the second-and third-ordcr reflectiosS. (A) the pattern of DOTMNChol-complex (charge ratio +1.12). 
DOTMNChol-complex exhibited three p伺恒 at29=1.290， 2.ω。， and 3.07"， indicating a lamellar struct町e.
(B) the pattern of DOTMNDOPE-complex (+1.12). DOTMNDOPE-complex exhibited two p伺 ksal 29 
=1.31" and 2.650，恒di白血ga lamellar s加 .ct町e. (C) the pattern of DOTMNChol-complex (+2.24)・
Three p伺 kswere observed， indicating a lamellar struct町e. (0) the pattern of DOTMNDOPE-complex 
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Fig. 17 ln vitro binding to blood ceUs of DOTMAlChol-， DOTMA-and DOTMAlDOPE-
complex at various char宮;eratios. Twentyμ1 of the complex回 wasmixed with 100μ1 mouse whole 
blood and the mixtures were then incubated for 3 min. After incubation， the samples were 
centrifugated and the plasma from the samples was collected and the radioactivity was measured. The 
hematocrit of mouse blood was assumed to be 47 %. The fractions of the complex白 bindingto blood 
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F培.18 ln vivo binding to blood cells of DOT時仏IChol・andDOT恥WDOPE-complexat +2.24 
after intravenous i吋ection. The complexωwere intravenously injected into mice at a dose of 25 
μg DNA per mouse. At the indicated time， mice were sacrificed and the blood was collected from 
vena cava. The radioactivities in the blood and plasma fractions were measured by scintillation 
countcr. The hematocrit of mouse blood was assumed to be 47 % and the fractions of the complex岱
binding to blood cells were estimated by subtracting the radioactivity of the plasma fraction from the 
radioactivity of the blood fraction. 
差し引くことで血球成分に結合した複合体量を算出した。その結果、全ての複合体とも電荷比の上
血球成分への結合量は増加した (Fig.17)。後述する静脈内投与による遺伝子導入実験界に伴い、




















Fig.19 Erythrocyte-erythrocyte fusion induced by the complexes. Six hundred microliters of 
er戸hrocytesuspension (hematocrit 0.1 %) was incubated with 50μ1 of the comp1ex白 (+2.24，0.125 
μ.g p1asmid DNNμ1) for 10 min. (A) untreated erythrocyt田， (B) erythrocyt回 incubatedWIth 
DOTMNCho1-comp1exes， (C) erythrocyt白 incubatedwith DOTMA-comp1exes， (0) erythrocyt岱





































Fig.20 ln vivo gene expression with DOTMNCbol-， DOTMA-and DOTMNDOPE-complex at 
+2.24， pre-incubated with mouse eηthrocyte suspensions at dilTerent concentrations for 5 min. 
The complex倍 weremixed with mouse erythrocyte suspensions at the indicated concentrations and the 
mixtures were incubated for 5 min at 37"C. After incubation， erythrocyte-tr回tedcomplexes were 
i吋ectedi. v. into micc at a dose of 25μg DNA per mouse. Twenty-four hours after injection， the mice 

























Fig. 21 In vivo gene expression with DOTMA/Chol-， DOTMA-and DOTMA/DOPE-complex at 
+2.24， pre-incubated with mouse seru皿 forthe indicated times. The complexes were mixed with 
mouse serum and the mixtures were then incubated at 370C. At the indicated times following 
incubation， serum-treated complexes were i吋ectediぷ intomice at a dose of 25μg DNA per mouse. 










































Fig. 22 s-galactosidase staining microphotograph of the lung section after intravenous 
i吋ectionof plasmid DNA-DOTMA/Chol Iiposomeωmplex containing pCMV.・LacZin mice. 
Plasmid DNA (50μ.g) was complexed with DOTMNChol-liposome at a charge ratio of +2.24. s-
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Fig. 23 In vivo distribution of (A) DOTMA/Chol-and (B) DOTMA/DOPE-complex at a 
chal宮，eratio of +2.24 after intravenous injection. Groups of three mice received i.v. i吋ectionsof 
the complex回 ata dose of 25μg DNA per mouse. The results are expr回sedas a percentage of the 
i吋ecteddose per organ. 
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Fig. 2S EtTects of blood compooeots 00 tbe luog accumulatioo (A) DOTMA/Cbol-aod (B) 
DOTMA/DOPE-complex after lung perfusioo. Both complex回 weremixed with whole blood at 
a 2:1 (v/v) ratio， and mixed with rat serum orぽythrocytesuspensions to give the final % 
concentration indicated. The mixtures were then incubated for 5 rnin. After perfusion， the whole 
lungs were excised and the radioactivities were measured. There are statistically significant 
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Fig. 26 Binding of the complexes to eηthrocytes after a S min incubation with eηthrocyte 
suspensions at various concentrations. The complexes containing 32P-labeled plasmid DNA were 
mixed with erythrocyte suspensions. The mixtures were centrifugated after a 5 min incubation and the 
radioactivities in the supernatants were measured. The fractions of the complex回 bindingto blood 















Table 1 Physicochemical properties of pDNA-cationic liposome complexes befo四 andafter 
exposure to rat serum. 
Particle size (nm) Zeta potentia1 (m v) 
Complex Before A白er Before After 
DOTMNChol-complex 187.0:，: 22.7 207.4:': 9.7 46.53:': 1.9 -11.15:，: 0.7 
DOTMNDOPE-complex 189.8:，: 10.5 234.4 :' 20.1 34.50 :' 1.2 ・12.71:':0.6 
The complex dispersions were mixed with rat serum at the final serum concentration of 33.3 % and the 
mixtures were incubated for 5 min before measurement. 
Fig. 27 Erythrocyte accumulatioD after a 5皿inperfusion. Erythr∞yte suspensions were 
incubated with DOTAM/Chol-complex or DOTMNDOPE-complex for a 5 min before perfusion (final 
erythrocyte concentration 13.3 %)・ (A)erythrocyte suspension alone， (B) mixture of erythrocyte 
suspension and DOTMNChol-complex， (C) and (0) mixture of erythrocyte suspension and 












で本章では DOTMNChol複合体、 DOTMNDOPE複合体、 DOTMA複合体の物理化学的性質や構造
-30-
DOTMNChol-Complex DOTMA/DOPE-Complex 





























Fig. 29 Interaction between pDNA-伺 tionicliposome complexes and eηtbrocytes. 
ことが示唆された (Fig.28)0 DOPEはその特異な形状からこのような構造をとりやすいと考えられ
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Fig. 30 Postulated mecbanism of cationic Iiposome-mediated gene transfer to lung 
















































































インの一つである (102・106)0 IFNはtype1 (IFN-a/s)とtype1 (IFN-y)とに大別されるが、主要
























Fig. 31 Structu問 ofmouse IFN-p and IFN-y exp問 ssionvectors pCMV.・Mupand pCMV.・Muy





を培地存在下4時間組織培養し、培養上清中の IFN活性を bioassayにより測定した (130)。また IFN
のサブタイプは各型 IFNに特異的な単クローン抗体を用いて決定した。インターフエロン (IFN)
遺伝子としては、マウス IFN-s発現プラスミドベクタ-pCMV-Mus、マウス IFN-y発現プラスミドベ
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Fig. 32 Secretion of IFNs trom lung after intravenous ad皿inistrationof the complexes. IFN-α 
(c/osed bar)， IFN-s (open bar)， IFN-y (hatched bar). Twenty-fiveμg DNA (12.5陪 pI:pC)complexed 
with DOTMNChol liposome were i吋∞tedinto mice. IFNs' yields in the culture medium were 
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Fig. 33 Reductioo io lung tumor burden by intravenous administratioo of the complexes. 
Tumors were established in mice by intravenous i吋ectionof 1 x lOs cells per mouse. Seven days after 
inoculation， mice were i吋ectedintravenously with the complex回 Themice were sacrificed 17 days 
after inoculation. Each result repr白entsthe mean :t S.D. of nine to ten mice. There are 
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Fig. 34 Effect of the complex i吋ections00 survival times in mice with lung metastases. Tumors 
were established in mice by intravenous injection of 1 x lOs cells per mouse. Seven days after 
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Fig. 35 Antitumor activity of Mus-and pI:pC・complexes:elTect of antibodies. (A) Mus-
complex， (B) pI:pC-complex. Two hundred μg antibodies were intraperitoneally i吋ccted12 h before 
complex i吋ection. The complex回 wereintravenously i吋ccted7 days after inoculation. Each result 
repr回entsthe m回 n+ S.O. of five mice. There are statistically significant differences by ANOVA: 
でP<O.Ol
I -3 複合体の静脈内投与による非特異的サイトカインの誘導
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Fig. 36 Serum cytokine levels following intravenous i吋ectionofvarious types ofthe co皿plexes.
(A) TNF-a， (B) IFN・y. Three hour (TNF-a) and 6 hour (IFN-y) after町ection， serum was collected 
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Fig. 37 Serum cytokine levels (A) TNF・α，(B) IFN叩 followingtail vein i吋ectionof pcDNA3・
complex. 1¥venty-four hour before injection of pcDNA3-complex containing 25μg pcDNA3， saline 
(closed circle) or GdC13 (open circle) were i吋ectedinto mice. At the indicated tim時 afterthe 
complex i吋ection， serum was collected and assessed for levels of cytok.in回 Barsrepr岱 entthe m伺n
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Fig. 38 TNF・αproductionin selected organs follow面g佃ilvein injection of pcDNA3・co皿plex.
Micc were i吋ectedwith the complex containing 25μg pcONA3. Three hour after inj配 tion， organs 
wcre excised and homogenized. The cytosolic fractions were assessed for TNF-αby ELISA. Bars 
r叩r回 entthe m回 n士 S.O.of three mice. There are statistically significant differences by Student's 
M回t:穴P<ο.01.
・ー』・ Saline司pretreated
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Fig.39 ln vivo distribution of pcDNA3・complexafter intravenous i吋ection. (A) Lung， (B) 
Liver. Twenty-four hour before i吋ection，saline or GdCI3 were i吋ectedinto mice. Groups of three 
mice received i.v. i吋ectionsof the complcx回 ata dose of 25μg ONA per mouse. The results are 
expressed as a percentage of the i吋ecteddose per organ. There are statistically significant 

























た。 pI:pCはウイルス複製時に合成される二本鎖RNAのモデルとして用いられ、強力な type1 IFN 






















































ことを報告しており (131)、また加 vitroにおいて血管内皮細胞は複合体を取り込んでも TNF・αを
放出しないことを我々は確認していることからも肝クッパー細胞が主な産生細胞だと思われる。今















































































DOTMAは東京化成社より、 DOPEおよび MTT試薬は Sigma社より購入した。またIα_32p]dCTP
はアマシャム社より購入した。
【2】 プラスミド DNAおよびカチオン性リボソーム
( 1 ) プラスミド DNA
Firefly luciferase発現ベクタ-pCMV・Lucは、 pGL3-controlベクターから切り出した cDNAフラグ
メントを、 pcDN必ベクター (Invitrogen社)のマルチクローニングサイト (HindIII/Xba1サイト)
に挿入することにより作成した。プラスミド DNAは、大腸菌 DH5aに transformした後、 2XYf
培地中で増殖させ、 pDNA精製キット QIAGENPlassUd Giga KitとEndoFreePlasmid Buffer Set (と
もに QIAGEN社)により抽出・精製を行った。複合体の invitro細胞取り込み実験に際しては、プ
ラスミド DNAをニックトランスレーション法により 32p放射標識したものを用いた (145)。共焦





を取り除いた後、精製水を加えて Hydrate しリボソーム懸濁液を得た。Extruder~(Lipex Biomembrane 
社)を用いて、 2枚重ねのpolycarbonate膜 (Nuclcopore社)に加圧下通すことにより、平均粒子径











( 1 ) 複合体の粒子径およびゼータ電位の測定
複合体の粒子径の測定には、光散乱光度計 (SuperDynamic Light Scattering Photometer， LS-900，大
塚電子)を用いて動的光散乱法 (DynamicLight Scattering)により測定した。また表面電荷の指標
であるゼータ電位の測定は、電気泳動光散乱計(Laserelectrophoresis zeta potential analyzer， LEZA-700， 
大塚電子)を用いて電気泳動光散乱法にて測定した。
( 2 )原子間力顕微鏡による複合体の構造観察






NIH3T3、マウスマクロフアージ RAW264を用いた。 MB下2および RAW264は10%牛胎児血清含
有 RPMI1640培地、 NIH3T3は 10%牛胎児血清含有 DMEM培地、 HUVECは 10%牛胎児血清含
有Medium199培地中で培養した。
【6] 遺伝子導入実験
( 1 ) 細胞への遺伝子導入
まず各種培養細胞を 1ウェルあたり 2x105個ずつ 6ウェルプレートに播種した。その 24時間後、
細胞を無血清培地で 1回洗浄した後、 1ほの DNAからなる複合体を含む無血清培地2mlを細胞に







洋インキ)100μ1と混合し、直ちにルミノメーター (LumatLB 9507， EG&G Berthold Japan社)にて
10秒間の累積発光量 (RelativeIight units: RLU)を測定した。さらに Bradford法によりタンパク量
を測定して、細胞単位タンパク量当たりの遺伝子発現量 (RLU/mg-protein)を算出した。
【7】 複合体の細胞内取り込み実験
( 1 ) 細胞内取り込み実験
各種培養細胞を 12穴プレートに 1ウェル当たり 0.8x105個ずつ 12ウェルプレートに播種した。
細胞を無血清培地で洗浄した後、実験する温度 (37.Cあるいは4.C)で30分間インキユベートし
た。その後培地を取り除き 32p標識プラスミド DNAを含む複合体を細胞に添加し、 6時間インキュ










加より 6時間後、複合体を含む培地を取り除き 0.5mg!ml MTT溶液 100μlを加えた。 4時間インキ
ユベーションののち、 10% SDS溶液 100μlを加え 37.Cにて一晩放置した。そしてマイクロプレー


















Molecular Prob郎社より購入した。それ以外の試薬に関しては第 I章【 1】と同じ物を用いた。
【2】 プラスミド DNAおよびカチオン性リボソーム
( 1 ) プラスミド DNA
第I章【2】(1 )と同様の方法で作成した fireflyluciferase発現ベクタ-pCMV-Lucもしくはβ
galactosidase発現ベクターpCMV-LacZを用いた。これらプラスミド DNAは第 I章【2】(1 )と同
様の方法で精製した。また放射標識プラスミド DNAに関しても第I章【2】(1 )と同様の方法で
調製した。
( 2 ) カチオン性リボソーム
カチオン性脂質DOTMAと中性脂質DOPEもしくはCholをモル比1:1で混合し、第 I章【 2】(2 ) 
と同様の方法で調製した。ただし Hydrationには 5%デキストロース溶液を用いた。 DOTMNChol




ース溶液で 0.1mg DOTMNmlになるよう希釈し、同様に 0.01mg/mlに希釈したプラスミド DNA
溶液と各電荷比になるよう混合し 30分放置した後に使用した。的vivo遺伝子導入実験においては 1
mg DOTMNmlカチオン性リボソーム懸濁液をプラスミド DNA溶液 (0.33mg/ml)と電荷比+2.24
で混合し調製した。室温で 30分間放置した後に実験に用いた。
【4】 複合体の物理化学的性質の評価
( 1 ) 複合体の粒子径およびゼータ電位の測定
第I章【4】(1 )と同様の方法で測定した。





( 3 ) 原子間力顕微鏡による複合体の構造観察
第I章【4】(2 )と同様の方法で観察した。
(4) X線小角散乱による複合体の構造の評価
2 mglmlのプラスミド DNA溶液と 20mg DOTMNmlリポソーム懸濁液を電荷比+1.12および+
2.24で混合して複合体を調製し、ガラス製キャピラリーに移した。 X線小角散乱の測定には Rigaku
RU-200 X-ray generatorを用い、 X線には銅を線源とする波長0.15418nmのものを使用した。デー
タの記録および解析に関しては Rigakuimaging plate readerならびに RigakuRINT2000 systemを用い
た。感光時間は 105分まで、測定温度は 230C以下にて実験した。ラメラ構造の周期性は Braggの方
程式を用いて計算した (150)。
【5】 マウス血清および赤血球懸濁液の調製
マウス血清は五週齢ICR雌性マウスの下大静脈より採血し、 37oCにて 3時間、 4oCにて一晩放
置した後、遠心分離 (5000叩m，5分間)することにより回収した (151)。赤血球懸濁液に関しては
へパリン処理したシリンジで同様に採血した後、遠心分離 (5000叩m，5分間)し上清および白血球
画分を除いた。さらに 150mM NaCl 10 mM H叩田bufferを加えて再分散し赤血球を洗浄した。上記
の操作を 3回繰り返した後、指定の濃度になるよう 150mM NaCl 10 mM H叩回bu首位に分散させた
(152)。
【6】 複合体の血球成分への結合













第I章【3】の方法で調製した複合体を五週齢 ICR雌性マウスに尾静脈より 25陪 DNNmouse
の投与量で投与した。投与より 24時間後、マウスを麻酔下開腹し下大静脈を切断、同時に門脈よ
り生理食塩水を注入し、各臓器に含まれる血液を完全に除いた。各臓器(肺、肝臓、心臓、腎臓、
牌臓)を切り出し、重量測定後、 Lysisbuffer (0.05 %Triton-X， 0.1 M Tris・HCl，2 mM EDTA. pH7.4) 








を生理食塩水で濯流した。さらに Tissue-Tek 0口:PBS (2:1， v:v)混合液を気道側および血管側か
ら流し込み、液体窒素を用いて凍結させた。その後クリオスタットを用いて厚さ 7--10μmの新鮮
凍結切片を作成し、切片を 8%パラホルムアルデヒドーPBSで固定、X-gal染色液(1mg!ml X-gal， 2 mM 
MgCI2， 5 mM K3Fe(CN)6' 5 mM K3Fe(CN)6加PBS(ー))で 37ocにて overnight処理した。その後切片




第I章【2】(1 )と同様の方法で標識した 32p標識プラスミド DNAを用いて複合体を調製した。
25同 DNNmouseの投与量でマウス尾静脈より静脈内投与し、経時的に屠殺して血液中および臓器
中の放射活性を測定した。各サンプルは血液 10μl、各臓器 100mg程度を重量測定後、 Soluene-350
(Packard社)により可溶化し、 2N・HCIで中和、 H202で脱色後、液体シンチレーシヨン用メデュウ
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Wistar系雄性rat(約200g)をpentobarbital(60 mg!kg， i.p.投与)麻酔下へパリン (1000u凶/kg)
を静脈内投与し、 5分後開腹および開胸した。下大動脈を切断するとともに、肺動脈およひ酔左心室
にカニューレを挿入し肺濯流を開始した。濯流液には 95% O2・5% CO2で平衡化した Krebs-Ringer 
bicarbonate buffer (pH 7.4， 10 mMグルコースおよび6%デキストラン分子量70000含有)を 0.45μm
のフィルターを通した後用いた。濯流液をペリスタポンプで肺動脈より 8ml/minの流速で注入し左
























( 1) IFN-sおよびIFN-y発現フ・ラスミド DNA
IFN-s発現プラスミド pCM¥λMusは Kawabataらの作成したものを用いた (154)0 IFN-y発現プラ






1 mg DOTMNmlカチオン性リボソーム懸濁液をプラスミド DNA溶液 (0.33mg/凶)と電荷比
+2.24で混合し調製した。室温で 30分間放置した後に実験に用いた。合成二本鎖RNA poly I:poly 




各種複合体をマウスに静脈内投与 (25陪 DNNmouse)した 2時間後麻酔下関胸し、肺を瀧流し
て脱血した。肺全体を摘出後メスを用いて細断し、 24穴プレートで 10%牛胎児血清含有 RPMI1640
培地 1凶とともに培養した。 4時間後、上清を回収しろ過滅菌した後、 IFN活性を測定した。
( 2) IFN活性の測定
培養上清中の IFN活性は、渡部らの方法に従い、以下のような bioassayにより行った (130)01 
日日に 96穴プレートにマウス繊維芽細胞L細胞を 3X 105 celsずつ播く。 2日目に IFNを含有する






























( 2 )複合体の静脈内投与後の各臓器における TNF・α量
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本章【 8](1)と同様に GdCl3前処理したマウスに pcDNA3からなる複合体を 25同 DNNmouse
の投与量で尾静脈内投与した。投与から 3時間後、マウスを屠殺し各臓器を取り出した。各臓器に
各種proteaseinhibitor (Aprotinin 2.0μg/ml， Leup叩tin2.0μ，g/凶， P叩statinA1.0μg/凶， PMSF100μg/rnl) 
を含む PBS(ー)2凶でホモジネートし、遠心操作 (14000中m、10分間)の後、上清を ELISAキット
を用いて定量した。
( 3 )複合体の静脈内投与後の体内動態に及ぼす GdCl3処理の影響
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